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=s=g (57) Abstract: The invention relates to a method which peimits. owing to the simultaneoas and joint inhibition of the enzyme activ- 
es ities of (I) alanyl-anunopepddase and dipeptidyl-peptidase IV. (II) of the dipeptidyl-peptidase IV and the angiotensin-conveiting en- 
zyme, (ni)of the dipeptidyl-pqHidase IV and piolyl-oligopeptidase, and of (IV) the dipeptidyl-pepddaselV and the X-Pro-aminopep- 
tidase, CO inhibit DKA synthesis and thus the proUfexadon of mononuclear cells as well as of T cells to an extent which cannot be 

obtained by the individoal application of saki enzyme inhibitors even when osed in higher doses. Although the above-mentioned 

= inhibitors influence the same process, namely DNA synthesis and thus the proliferation of immune cells, this effect is not oon^lete 
g=g and not long-lasting when the inhibitors are used indhddually. The functional overlapping of the enzymatic acthdties results, as is 
supported by the experimental data, in an additive/super-addidve inhibitory effect on DNA synthesis and the proliferadon resulting 
horn the simultaneous inhibition of a plurality of the above enzymes. The invention shows that the simultaneous application of 
inhibiting substances of the above-mentioned enzymes or of corresponding pr^arations and forms of administration is suitable for 
die thera^ of autoimmune diseases and chronic diseases with an inflammatory genesis as weU as for the treatment of post-tiansplant 
rejection episodes. 
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(57) Zusammenfiissong: Die Erfindung bdnhaltet sin Verfahren, bei dem durch die gleichzeitige und geroeinsame Henmiung von 
Enzymaktivitaten der: I) Alanyl-Aminopeptidase und Dipcptidylpeptidase IV; ID der Dipeptidylpeptidasc IV und des Angioicn- 
sin-Kbnvertierenden Bnzyms; ID) der Dipeptidylpeptidasc IV und Prolyloligqf>eptidase sowie IV) der Dipcptidylpeptidase IV und 
der X-Pro-Aroinopeptidase die DNS-Synthese und damit die Proliferation von mononuide3ren Zellen (MNZ) als auch von T-Zellen 
in einem AusmaB henunt, das durch die einzelne Applilcation dieser Enzyminhibitoren-auch bei hdherer Dosierung-nicht enieicht 
werden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren letztendlich den gleichen Prozess. nfimhch die DNS-Synthese und damit die 
Proliferation von Immunzellen, beeinflussen, ist dieser BSeki bei einzelner Applikation der Inhibitoren nicht vollstSndig and nicht 
dauerhaft Aus der fiinktionellen Oberschneidung der enzymatischen AktivitSiten resnltiert. wie onsere Daten zeigen. eine addi- 
tive/superadditive Hemmwiikung aof DNS-Syntiiese and Proliferation aus der gleiehzeitigen Hemmung mehreier der genannten 
Enzyme. Unsere Erfindung zeigt, dass zor Thenq;»e von Autoimmon- und chionischen Erkranlcungen mit entzllndUcher Genese 
sowie zur Behandlung von Abstofiungsepisoden nach Transplantation die gleichzeitige Applikation von Henunstoffen der oben ge- 
nannten Enzyme bzw. cntsprcchender Zuberdmngen und Daneichungsformen daraus geeignet sind. 
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TM), eoropaisches Patent (AT, BE, CH, CY« DE, DK. — vor Atflattf derfur Anderungen der Anspruche gelienden 
ES, FI, FR. GB. GR, IB. FT, LU. MC NL, PT, SE, TR). Frist; Verdffentlichung wird wiederholi, fcdls Anderw^n 
OAPI-Patcnt (BF. BJ, CF. CO. C3, CM, GA. GN. GW, ML, eintnffen 
MR,NE,SN,TD,TG). 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird attf die ErJdOrungen CO^ddance Notes on 

VerOffentUcht: Codes and Abbreviations") am ArfangJederreguiOrenAusgabe 

— mit intemationalem Recherchertbericht der PCT-Gazette verwiesen. 
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Koinbinationen von Enzyminhibitoren umf assende Zubereitungen 
und deren Verwendung 



BeschreibUQg: 

Die Erfindung bcschreibt die kombinierte Hemmung von Enzymakdvitaten dcr 
Aminopcptidase N (APN, EC3.4.1U, CD13). der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV. EC 
3.4.14.5, CD26), der Prolyloligopeptidase (POP, Prolylendopeptidase, PEP, EC3A2126), der 
tnembranstSndigen Aminopeptidase P (X-I^Animopeptidase, APP, XPNPEP2, EC 3.4.11.9) 
und des Angiotensin-konvertierenden Enzyms, (angiotensin-converting enzyme, ACE, EC 
3.4.15.1, CD156) durch die simultane Applikation von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser 
Enzyme auf der Basis von Aminosaurcderivaten, Peptiden oder Peptidderivaten, dutch welche 
die Akdvienmg, die DNS-Synthese und damit die Proliferation von ImmunzeUen supprimiert 
wtrd- 
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Fur alle Eikranlcungen mit Autoimmunpathogenese gilt, dass eine Aktivierung und 
Proliferation von ImmunzeUen, insbescDdere von autoreaktiven T-Zdlen, . dem 
Kianldieitsprazess zugninde liegen bzw. diesen ausmachoL Die gUddien Mechanismen 
kommea bei akuten bzw. chronischai AbstoBungsq>isoden nach Qrgantiansplantatioii zur 
Wirkung. 

Es ist gezeigt wcxideo, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen £:q>ansion von 
Lnmunzdlen, insbesondete von T-Lymphozyten, membranstindige Pq>tidasen wie DP IV oder 
AFN eine SchlussdrdUe spielen [Reischer B: CD26 a sur&ce protease involved in T-cell 
activatiaiL Immunology Today 1994; 15:180-184; Le&deckel U et aL: Role of alanyl 
aminopeptidase in growfli and fimctiaa of human T cells, international Journal of Molecular 
Medicine 1999; 4:17-27; Riemami D et al,: CD13 - not just a marker in leukemia typing. 
Immunology Today 1999; 20:83-88]. Versdiiedene Furiktionen mitogen-stimulierter 
moKHiuklearer Zellen (MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Syn&ese, 
Ptoduktion imd Sekretion von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, IL-6, II/-12, IFN-T^ und 
Helferfbnktiooen fDr B-Zellea (IgG' imd IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von 
^ezifisdien hihibitmen der DP IV und der APN gehonmt werden [Scb&i E et aL: Ihe 
dq)q>ti^l pq>tidase IV, a memlKane enzyme involved in flte proliferation of T lyTH)hocytes. 
Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9-K15; SchSn E et aL: The role of dipeptidyi pqrtidase IV 
in human T lymphocyte activation. Uhibitors and antibodies against dipqptufyl pqytidase IV 
sui5)ress lymphocyte proliferation and immunoglobuUn synthesis in vitro. Eur. J. ImmunoL 
1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyi peptidase IV induce secretion 
of transforming growth factor ^1 in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360; Lendeckel U et aL : Induction of flie membrane alanyl aminop^tidase gene and 
surfrce expression in human T-cdls by mltogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; 
Kahne T et al.: Dipepti(tyl peptidase IV: A cdl surfece peptidase involved in regulating T cell 
growth (Review). Int. J. MoL Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et aL: Role of alanyl 
aminopeptidase in gcowtii and function of human T cells (Review). Int. J. MoL Med. 1999; 4: 
17-27]. 

Es ist beteits bekannt, dass die Bebandhmg von Autoimmunerkrankungen und 
AbstoBungsreaktionen nach Transplantationen durch die Hemmung der auf ImmunzeUen 
lokalisierten Dipepti^Ipeptidase IV mittels synthetischer Mubitiwen teilweise moglidi ist 
(Z.B. EP764151A1, WO09529691. EP731789A1, EP528858). Fur die Enzyme 
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Aininqpq)tidase N, ^gioteisin-conveiting enzyme", X-Pro-Ammopeptidase irnd 
Prolyloligopeptidase sind solche Efifekte bisher nicht bckannt 



Der Erfindung liegt der ubenaschende Befimd zugnmde^ dass die gleichzeitige Hemmung der 
enzymatischcn Akdvitaten von (0 Dipeptidylpeptidase IV und Amincjpeptidase N» (EO 
Dipeptidylpeptidase IV und des „aiigioteDsin-converting €Dzywf\ (HI) der Dipeptidylpeptidase 
rv und der Prolyloligopeptidase sowie (IV) der Dipcptidylpq>tidase IV und der X-Pro- 
Aminopeptidase die DNS-Synlhese und damit die Proliferation von mononukleSren Zellen 
(MNZ) als auch von T-Zellen in einem AusmaB hemmt, das durch die einzelne Applikation 
dieser Enzyminhibitoren - auch bei hoherer Dosierung - nidit erreicht werden ^rin Obglcich 
die genannten Inhibitoren letztendlich den gleichen Prozess^ namlich die DNS-Synthese und 
damit die Proliferation von LmmmzeUen, beeinflussen, ist dieser Effekt bet einzelner 
Applikation der Inhibitoren wesentlich schwScher ausgepr^ und nicht dauerhaft 
Wegen der fiinlctionellen tJberschneidung der enzymatisdien Aktivitaten der genannten 
Enzyme resultiert, wie unsere Daten zeigen, eine stq)eradditive Hemmwirlcung auf DNS* 
Syntfaese und Proliferation aus der gieidbzeitigen Henmiung von zwd oder mdireren dieso* 
Enzyme. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie von Autoinmiun- und entzundlichen Erkrankungen 
sowie zur Bchandlimg von AbstoBxmgsepisoden nach Transplantaticxi die gldchzeitige 
i^plikation von Hemmstoffen der oben genannten Enzyme bzw* entsprechender 
Zubereitungen und Daxieichungsfozmen daraus geeignet sind. 

Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugninde» dass die DNS-Synthese von MNZ 
und T-2^nen durcfa die simultane Administration von InhibitCMren der enzymatischen Aktivitit 
von 

L Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, 

n. Dipeptidylpeptidase rv und Angiotensin-konvertierendem Enzym, 

m. Dipeptidylpeptidase rv und Prolyloligopeptidase 

IV, Dipeptidylpeptidase rv und X-Pro-Aminopeptidase 

in superadditiver Weise inhibiert wird. 

Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt bei den genannten Erkrankungen eine neuartige 
Methode und ergSnzende Therapieform dar. 
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Die erfindungsgemSB applizierten lohibitorati der Dipq)tidylpq>tidase IV, der 
Aimnq)eptidase N, der Prolyloligopeptidase » des ,<angioteDsin-converting eozym*' und d^ X- 
Pro-Aminopeptidase kozmen in phannazeutisch anwendbaren Fcnmulienmgskomplexm als 
Inhibitoren^ Substrate, Psoidosubstrate, inhibitorisch wirkende Pq>tide und Pq)tidderivate 
sowie ak Antikorper dieses Enzyms zur AnwMdung kommen. Bevorzugte Effektoren sind 
beispielsweise fur die DP IV Xaa-Pro-Dipcptide, entsprcchende Derivate, vorzugsweise 
Dipeptidphosphonsaurediarylester und derea Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n==0- 
10), entspiechende Derivate und deren Salze hzw. Aminosaure QCaa)-3mide, ent^srechende 
Derivate und deren Salze» wobd Xaa eine a-Anunosaure/Imixios§ure bzw. ein a- 
Aminosaurederi vatOminosauiedcriw^ vorzugsweise N*-4-Nitrobenzyloxycarb<myl-L-Lysin, L- 
Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleudn, L-Valin ist und als Amidstniktur cyclische Amine, z3. 
PyiTolidin, Piperidin, Tbiazolidin und deren Derivate. Deraitige Verbindungen und dearen 
Hersteliung wuiden in einem friiheren Patent beschrieben (K. Neubert et aL DD29607SA5). 

Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten Trigerstofifen v»abreicht Die Verabreichung 
erfolgt einerseits als tx^ische Applikatioa in Fonn von zB. Cremes, Salben, Fasten^ Gelei^ 
Losungeo, Si^ys, liposomen, SchQttehnbcturen, Hydrokolloidvexbanden hzw. anderen 
denmtologiscfaen GiundlagenA^dnkeln dnscUieBlidi instilativer Applikadon und anderecseits 
als systemiscbe Applikation zur oralen, transdennalen, intravenSsen, subcutanen, intracutanen, 
intramuskulSren Anwendung in geeigneten Rez^turen bzw. in geeigneter Galenik. 
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Bdspiel 1 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T*Lymphozyten durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitorea der DP IV und der APN 

Unsere Untersuchungen zeigtei, dass die DNS-Syn&ese humaner peripherer T-Lymphozyten 
durch die simultane Administration von Mubitoren der DP IV (Lys[2^02)]*thtazoUdid = 
149) imd APN (ActincHxin) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die T-Zellai wurden 72 h 
in Gegenwart der genannten Miibitoren inkiibim und anschliefiend uber die Messung der 
^[H]-Thynudin-InkorporatiQn die DNS-Synfliese bestinmt» wie bei Reinhold et al. beschrieben 
(Reinhold D et al.: Inhibitcxs of dipepticfyl peptidase IV induce secretion of transfonning 
growth fector pi in PWM-stimuIated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). 
Abbildung 1 zeigt die dosisabhangige, siq>eradditive Hemmung der DNS-Synthese. 
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Actinonin [pM] 

Abb. 1: Synergistischer und dosisabhSng^g^ Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Aminqpeptidase N (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner T-Lynq>hozyten. Hmnane 
periphere T-Zellen wurden Qber drei Tage mit den ang^ebenen iConzentrationen der 
Inhibitoren inkubierL Anschliefiend wurde dem Kulturmediimi ^[H]-Metfayl-Thyxnidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an ^[IQ-Thynddin 
gemessen. 
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Beispiel 2 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuldearen 2^11en durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellea (MNZ) durch die simultaae Administration vcmi Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
tbiazoUdid = 149) und APN (Actinonin) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die MNZ 
wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitt^en inkubiert und anschliefiend fiber die 
Messung der ^|lI]-Thycmdin-Ink0rp(^tion die DNS«Synthese bestimmt, wie bei Reihhold et 
al. bescfarieben (Reinhold D et al.: Inhibitcxs of dipq>tidyl peptidase IV induce secretion of 
transforming growth &ctor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 2 zeigt die dosisabhangige» superadditive Hraamung der DNS- 
Syndiese. 
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Abb. 2: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV 0^49) und der 
APN (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner monanuld^rer Zellen (MNZ). Humane 
MNZ wurden fiber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. 
Anschliefiend wurde dem Kulturmedium ^[H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 
6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an ^[H]-Thyxnidin gemessen. 
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Beispiel 3 

Inhibierung der DNS-Ssmtliese von humanen T-Lymphozyten darch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und der POP 

Unsere Untersuchimgen zeigten, dass die DNS-Synthese humanor T-Lymphozyten durch die 
simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-tiiiazolidid = 149) imd der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thiazolidid) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die T- 
Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert nnd anschliefiend uber 
die Messung der ^[H]-Thymidin*Inkc^ratiQa die DNS-Syntfaese bestimmt, wie bei Reuihold 
et aL bescfariebw (Reinhold D at al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of 
transfcnming growdi fector pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 3 zeigt die dosisabhangige^ sq>eradditive Henamung d^ DNS- 
Synthese. 
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Abb. 3: Synergtstischer und dosisabhangiger Effelct von Inhibitoren der DP FV (149) und der 
Prolyloligopepddase (Boc-Ala-Thia) auf die DNS-Synlfaese humaner pmpherer T- 
Lymphozyten, Humane T-Zellen wurden fiber drei Tage mit den angegebenen Konzaitraticmen 
der Inhibitoren inkubiert. AaschlieBend wurde dsm Kultunnedium ^[KQ-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an ^[H]-Thymidin 
gemessen. 
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Beispiel 4 

lahibieruDg der DNS-Synthese von humaoen peripheren mononuldearen Zellen darch 
Inkubation mit syntbetischen Inbibitoren der DP IV and der POP 



Unsere UntersuchimgcD zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) durch die simultane Administration vra Inbibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
tfaiazolidid = 149) und der Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thiazolidid) in superadditiver Weise 
gehemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inbibitoren inkubiert und 
anschlieBend uber die Messung der ^[H]-Thyinidin-bikorporation die DNS-Syntbese bestimmt, 
wie bei Reiohold et al. bescbrieben (Reinbold D et aL: Inhibitors of dipq)tidyl peptidase IV 
induce secretion of transforming growtib factor ^1 in PWM-stimtilated PBMNC and T cells. 
Immunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 4 zdgt die dosisabt^mgige, superadditive 
Hemmung der DNS-Synthese. 
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Abb. 4: Synergistiscber und dosisaUiangiger Effekt von Inbibitoren der DP IV (149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thia) auf die DNS-Syntfaese humaner mononuklearer Zellen 
(MNZ). Humane MNZ wuiden uber drei Tage mit den angegebenen Kcxizentrationen der 
Inbibitoren inkubiert AnschlieBend wurde dem Kulturmedium ^[H]-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an ^[HJ-Thymidin 
gemessen. 
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BeispielS 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten darch Inknbation mit 
synthetischeD Inhibitoren der DP IV und des ACE 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese hmnaner T-Lymphozyten durch die 
simultane Adnmiistration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-tbiazolidid = 149) und des 
Angiotensin-konvatierenden Enzyms (Captopril) in superadditiver Weise gehemint wird. Die 
T-Zellen wurden 72 h in Oegenwazt der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieBend fiber 
die Messung der ^[H]-Thymidin-&ikorporation die DNS-Synfhese bestizmnt, wie bei Reinhold 
et al. beschrieben (Reinhold D et aL: Inhibitors of dipqptid^I peptidase IV induce secretion of 
transforming growth &ctor ^1 in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 5 zeigt die dosisabhangige> superadditive Hemmung der DNS-* 
Synfhese. 
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Abb. 5: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des 
Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captc^ril) auf die DNS-Synthese humaner peripherer 
T-Lynq^hozyten. Humane T-Zellen wurden fiber drei Tage mit den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium ^[H]- 
Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Meage an 
^[IQ^Thymidin gemessen. 
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Beispiel 6 

Inhibierung der DNS-Synthese voa humanen peripheren monoDukleSren ZeUen durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und des ACE 

Umere Unteisuchimgen zeigten, dass die DNS-Syndiese huinaner peripberer mooiQauldeSier 
Zellen (MNZ) durch die simultane Administratioxi von bhibitorea der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
thiazolidid = 149) und des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (CaptopriO in superadditiver 
Weise gehemmt wird Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren 
inkubiert und anschlieflend fiber die Messung der ^[H]-Thymidin-Inkoiporation die DNS- 
Syndiese bestimmt, wie bei Reiiihold et aL beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of 
dip^tidyl peptidase IV induce secretion of transfmning growdi &ctor pi in PWM-stisadated 
PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). AbbUdung 6 zeigt die dosisabhSngige, 
superadditive Hemmung der DNS-Syn&ese. 




Captopril [pM] 



Abb. 6: Syn^gistischa* und dosisabhangiger E£fdct von Inhibitoren der DP IV (149) und des 
Aangiotensin-konvertiaenden Ea^ms (Captopril) auf die DNS-Syhtfaese humaner mono- 
nuklearer ZeUen (MNZ). Hiunane MNZ wurden uber drei Tage mit den angegebenen 
Konzentratioaen der Inhibitoren inkubiert Anschliefiend wurde dem Kultunnedium ^[H]- 
Methyl-Thymidin zugesetzt imd nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 
^[H]-Thyniidin gemesseu. 
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Bdspid? 

HeminaDg der Proliferation von humanen peripheren mononukleSren Zellen (MNZ) 
durch die einzelne und gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = 
Ly5lZ(N02)l-thiazolidid) und APN (Acdnonin). 



c 



= 2500 




Kontrotle PHA Actinonin 149 Actinonin-M49 



dem Kuiturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 7: Die MNZ mirden Uber einen 2jeltraum von 72 li ohne Zusatz (KontroIIe), znit dem 
mitogenen Lektin Phytohamagglutinin (PHA) bzw, mit PHA und den angegebenen Inhibitorcn 
inkubiert. Anschliefiend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver Zellen unter 
Verwendung des kominerziell verfiigbaren WST-1 Zell-Proliferations-Assays (Takara Inc.) 
nach Angaben des Herstellers. 
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BeispielS 

Henunung der Proliferatton der humanen T-ZelUinie KARPAS-299 durch die einzdne 
und gldcbzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z(N02)]-thiazoIidid) und 
APN (Actinonin und Prabestin). 




dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 8: Die KARPAS-299-2:ellen wurden uber einen Zeitraum von 72 h ohne Zusatz 
(Kontrolle) bzw. in Gegenwart der angegebenen Inhibitoren einzeh sowie in Kombination 
inkubiert AnschlieBend erfolgte die Bestitnmung der Zahl metabolisch aktiver Zell» unter 
Venvendung des kommendeU verfugbaren WST-1 Zell-ProliferatiOTs-Assays (Takara Inc.) 
nadi Angaben des HersteUers* 
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BeispielP 

Hemmmig der Proliferation aktivierter^ hunianer peripberer T^Zelieii durch die einzelne 
bzw. ^dchzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z<N02)]-thiazolldid) 
und APN (Actinonin und Probestin). 




kelne PHA/PMA PHA/PMA PHA/PMA PHA/PMA PHA/PMA PHA/PMA 

ProbesUn Actinonin 149 Probestin Actinonin 

149 149 

dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 9: Die T-Zellen wurden mit Aiisnahme der tmbehandelten Koatrolle durch Zugabe zum 
Kultunnedium von Phytohamagglutmin und Phorbol-12-inyristat-13*acetat akdviert und uber 
einen Zeitraum von 72 h in Gegenwart der angegebenen Inhibitoren einzeln sowie in 
fCombination inkubiert. Anschfiefiend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch akdver 
Zellen unter Verwendung des konimerziell verfOgbaren WST-1 Zell*Proliferations-Assays 
(Takara Inc.) nach Angaben des Herstellers. 
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WO 01/89569 PCT/EPOl/05887 
BeispiellO 

Henunong der Proliferation PHA-aktivierter^ humaner moponuIdeSrer ZeUen (MNZ) 
durch die dbdzelne bzw. gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = 
Lys(Z<N02)l-thiazoUdid) und der X-Pro-Aminopeptidase (APP) (Apstatin). 

O 500^ 




keine Apstatin 149 149 

Apstatin 



dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 10: Die mononuklearen Zellen (MN2) wurden uber einen Zeitramtt von 72 h in 
Gegmwart der angegd>enen Inhibitoen einzdn sowie in Kombination inkubiert AnschfieBend 
erfolgte die Bestxmmung der ZaM metabolisch aktiver Zellen unter Verv^endung des 
kommerziell verfu£^aren WST-1 Zell-Proliferatic»is-Assays (Takara Inc.) nach Angaben des- 
Herstellers. • 
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1. Venvendung vqq Inhibitoren der Dipeptidy^>q)ti(iase IV (DP IV) sowie von Etizymm mit 
giddier Substratspezifitat (DP IV-analoge Eozymaktivitat) in Kombination mit Miibitoien 
der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopcptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher 
Substratspczifitit (APN-analoge Enzymaktivitat), der X-Pn>-Aminopeptidase (Amino- 
peptidase P, APP), des »,angiot«sin-converting enzyme" (ACE) uod/oder der 
Prolyloligopeptidase (POP, Prolyloligopeptidase » PEP) zur superadditiven Henammg von 
Akdvienmg, DNS-Synthese und Proliferation huznaner T-Lyxxipbozyten bzw. 
mononuklearer Zellen. 

2. V^enduDE^ nach Anspruch 1» worin die InhibiUmn der DP IV bevorzugt Xaa-Pn> 
Dipepdde (Xaa = a-Aminosaure bzw. seiteokettengesdiQtztes Derivat), entsprechende 
Derivate, voizugswdse DipeptididiosphoDSauiediazylester, DipeptidboransSuren (z.B. Pro- 
boro-Pio) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Tip)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosaure, r^=0- 
10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosatcre (Xaa)-anride, entsprechende 
Derivate und deren Salze sind» wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. ein 
seitenkettengeschttztes Derivat, vorzug$weise N'-4-Nitr6benzyloxycarbonyl-I/*Lysin, L- 
Prolin, L-Tryptpphan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cydische Amine, z.B. 
Pynolidin, Piperidin, Hiiazolidin und deren Derivate fimgieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, wmn Aminosaureannde, z.B. N^-4-NitrobenzylQxy- 
caibonyl-L-Lysin-tfuazolidid, -pyrrolidid lind -piperidid sowie das entsprechende 2- 
Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanqpiperididderivat bevorzugt als DP IV- 
Inhibitcxen eingesetzt werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als Inhibitoren der APN bevorzugt Actinoin, 
Leuhistin, Phebestin, Amastin, Probestin, B-Amiaothiole, a-Aminophosphinsauren, a- 
Aminophosphinsaurederivate, vorzugsweise D-Phe-y[P0(0H)-CH2]-Phe-Phe und deren 
Salze 

als Inhibitoren der APP bevorzugt Apstatin, (2S3R)-HAMH-L-Prolin, (2S3R>HAPB-L- 
Prolin, die entsprechenden L-Prolinmettiylester, (2S3R)-HAMH-/(2S3R>HAPB- 
pyrrolidide, -fliiazolidide (HAMH - 3 Am2no»2-hydn>7;y-5-mediyl-hexanoyl, HAPB = 3- 
Aniino-2-^by droxy-4-phenyI-butanoyl) und deren Salze 
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als Lihibitoren des ACE bevorzugt Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazcpril und deren 
Salze 

als Inhibitorca der POP (PEP) bevorzugt Postatin, Emystatm A oder B, N*-geschQtzte 
PeptidaMAyde, vomigsweise Benzyloxycarbonyl-L-Prolyl-L-Prolinal bzw. Bcnzyloxy- 
carbcrayl-L-Thioprolyl-L-Thioprolinal, >r-geschutzte Aminosaiire(Xaa)-pyrrolidide bzw. 
-thiazolidide (Xaa = a-Aminosaure, bevorzugt L-Alanin, L-Valin, L-Isoleucin) sowie die 
entsprechenden 2-<;yanopyiTolidid- bzw. 2-Cyanothiazolididderivate, substratazialoge N*- 
geschutzte Peptid[diosphonsaurediaiylester bzw. Pq)tiddiazo-xnethyIketane bzw. Peptid- 
ammoniummethylkBtone und deren Salze 
fungiereiL 

5. Varwendung von lDhibitorkDinbinali(»ien nach emem der Ansprudie 1 bis 4 zur 
Vorbeuggng und Therapie von Autoixnnxunerkrankungeny vorzugsweise Rheuxnatoide 
Arthritis, Lupus erythematodes. Multiple SHerose^ IDDM, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, 
Psoriasis, Neurodennitis, GlomerulOTephritis, interstitielle Nephritis, Vaskulitis, 
autoimmune Schilddrfisenerkrankungen oder autoinununhamolytiscbe Aoamie, sowie 
anderen chronischen Erkrankungoi mit entzQndlicber Genese wie Allergi» und 
Arteriosklerose. 

6. Verwendung von Inhibitorkooibinationen nach einem der Anq[>ruche 1 bis 4 zur 
Unterdruckung von Tiansplantat-Abstossung und zur Thersrpie vcm l\miorericnmkuiigen. 

7. Phannazeutische Zubereitungen, um&ssend Mubitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) 
Oder DP IV-analog^ Ena^rxnaktivitSt in Kombination nut Inhibitoren eines der Enzyme 
Alanyl-Aminopeptidase (Aminopqptidase N, APN) bzw. Enzyme gleicber Substratspezifitat 
(APN-analoge Enzymaktivitat), X-Pro-Aminopeptidase (Amino-peptidase P, APP), 
„angiotensin-converting enzyme" (ACE) und Prolyloligopeptidase (POP, 
Prolylendopeptidase, PEP) und in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Zusatz- 
und/odcr HilfestoflFen. 

8. Phannazeutische Zubereitung nach An^ruch 7, umfassend als Inhibitoren der DP IV 
bevorzugt Xaa-Pro-Dipq)tide (Xaa = a-AminosSure bzw. seitenkettengeschutzte Dcrivate), 
entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptic^hosphon-^urediaiylester und deren Salze, 
Xaa-Xaa-(Tip)-Pro-(Xaa)n-Peptide CXaa = a-Aminosauren, nr=0-10), entsprechende Dcri- 
vate und deren Salze bzw. Aminosiure (Xaa>-dmide, entsprechende Derivate und deren 
Salze, wobei Xaa eine a-AminosSure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise 
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N*-4-Nitrobenzylaxycarbonyl-L-Lysm, L-Prolin, L-Tryptc^han, L-Isolefucin, L-Valin ist 
und ais Axnidstruktur cyclische Anune» z.B. Pyrrolidine Piperidxn^ Thiazolidin imd d^esi 
Derivate fungieren. 

9. Phannazeutisdhe Zuberdtung nach Anspruch 7» umfassend als Inhibitorm der DP IV 
vorzugsweise Aminosaureamide, 2.B. N*-4-Nitroben2yloxy-cailK>nyl-I^Lysin-^ - 
pyirolidid und -piperidid sowie das entsprechoide 2-Cyanothia2oIidid-, 2-Cyanopyrrolidid- 
und 2-Cyanopipttididderivat 

10. Pbannazeuttsche2:ubere]tungnach Ans^^ 

ACE und POP (PEP), vorzugsweise Actinoin, Leuhistin, Phebestm* Amastin, Probestizi, 
B-Aminotfaiole, a-Axninophosphinsauren, a-Aminc^hosphinsauiiederivate, bevomigt D- 
Phe-y [P0(0H>CaH2]-Phe-Phe und deren Salze als APN-lnhibitorai, 
Apstatin, (2S3R>HAMH-L.ProIin, (2S3R)-HAPB-L-ProIin. die entsprechenden L- 
Prolinmethylestcr, (2S3R)-HAMH. / (2S3R)-HAPB.pynx)Hdide, -fliiazolidide (HAMH = 
3-Anuno-2-hydroxy-5-methyl-Iiexanoyl, HAPB=3-Anuno-2-hydroJor-4-plienyl-butanoyO 
und deien Saize als APP^Inhibitoren, 

Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopril und deren Salze als ACE-Inhibitoren, 
Postatin, EurystatiQ A oder B» N*«gesdiulzte Pq)tidalddiyde, vorzugsweise 
Benzyloxycarbonyl-L-Prolyl-L-Prolmal bzw. Benzyloxycaiboayl-L-Thioprolyl-L- 
Thic^linal, N'-geschutzte Ain!nosaure(Xaa>pyTroIidide bzw. -^azolidide pCaa - a- 
Axninosaure, bevc»zugt L-Alaiim» L-Valin» L-Isoleucin) sowie die ent^iechenden 2- 
Cyanq[)yrrolidid- bzw. 2-CyanofliiazoIididderivate» substratanalpge N*-geschutzte 
Pepti(^ho5phQDsSurediaiylester bzw. Peptiddiazometiiylketone bzw. Peptid- 
ammoniummethyiketone \md deren Salze als POP (PEP>Inhibitoren 
fungieren. 

11. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspriiche 7 bis 10, lanfassend zwei oder 
mehrere der Inhibitoren der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzymakti\dtit, der APN bzw. 
APN-analoger Enzymaktivitat, des ACE, der POP (PEP) und der XPNPEP2 in raumlich 
getrennter Formulierung in Kombination mit an sidi bekannten Trag^-, Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen zur gleictazdtigen oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden 
Verabreichung nait dem Ziel einer gemeinsamen Wixioing. 

12. Phannazeutisdie Zubereitung graiifi Anspriiche 7 bis 1 1 fur die systemische Anwendung 
zur oralen, transdermalen, intravenosen, siibcutanen, intracutanen, intramuskoiarcn, 
rektalen» vaginalen, sublingualen AppUkation zusanunen mit an sich bekannten Triger*, 
Hilfe- und/oder ZusatzstoffeiL 
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13. Phannazeutische Zubereitung gemaB Anspruche 7 bis 11 fur die topische Anwendung in 
Form von z3. Cremes, Salben, Fasten, Gelen, Losungen, Spxzys, LiposQmen, 
Schuttelmucturea, HydrokoIloidvei1>iiidBn bzw. andom demutolo^sdien GnmdlageQ/ 
Vebikelii, einschlieBIich instilativer Applikadon. 
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